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(57) Abstract: A gene complex for reversible immortalization of cells contains an immortalizing gene domain including at least 
one resistance gene, an immortalization gene and preferably a suicide gene, in addition to sequences flanking said gene domain and 
acting as a recognition point for homologous, intermolecular recombination, as well as at least one promoter (fig. 1) which prefixes 
the gene domain. A gene complex for immunomodulation of cells contains a first immunomodulated gene domain whose expression 
inhibits the function of MHC I molecules, a second immunomodulating gene domain whose expression results in an inactivation 
of natural killer cells, and a resistance gene. Organ-related cells are provided according to a method for obtaining cells; said cells 
are immortalized by transferring the first gene complex and are immunomodulated by transferring the second gene complex. The 
immortalization is reversed after expansion of the immortalized cells has occurred. 

(57) Zusammenfassung: Ein Genkomplex zur reversiblen Immortalisierung von Zellen enthalt einen immortalisierenden Genbe- 
reich, der zumindest ein Resistenzgen, ein Immortalisierungsgen und vorzugsweise ein Suizidgen aufweist, sowie zwei den Gen- 
bereich flankierende Sequenzen, die als Erkennungsstelle fur homologe intramolekulare Rekombination fungieren, und zumindest 
einen, dem Genbereich vorangestellten Promotor (Fig. 1). Ein Genkomplex zur Immunmodulation von Zellen enthalt einen ersten 
immunmodulierenden Genbereich, dessen Expression die Funktion von MHC I-Molektilen inhibiert, einen zweiten immunmodulie- 
renden Genbereich, dessen Expression zu einer Inaktivierung von naturlichen Killerzellen furht, und ein Resistenzgen. Bei einem 
Verfahren zur Gewinnung von Zellen werden organbezogene Zellen bereitgestellt, die durch Transfer des ersten Genkomplexes im- 
mortalisiert und durch Transfer des zweiten Genkomplexes immunmoduliert werden. Nach der Expansion der immortalisierten 
Zellen wird die Immortalisierung riickgangig gemacht. 
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Reversible Immortal is ierung 

Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit Verfahren zur 
Gewinnung von Zellen, die z.B. in ein Organ transplantierbar 
sind. Allgemein betrifft die vorliegende Erfindung degenerative 
Erkrankungen, denen der Untergang definierter Zellpopulationen 
gemeinsam ist, sowre Transplantate und Arzneimittel zur Behand- 
lung derartiger degenerativer Erkrankungen . 

In den Industrielandern gibt es insbesondere durch die sich 
verandernde Alterspyramide eine Zunahme chronisch degenerativer 
Erkrankungen, die schwer oder noch gar nicht therapierbar sind. 
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Zu diesen Erkrankungen zahlen unter anderem Herzmuskelerkran- 
kungen, neurodegenerative Erkrankungen, Knochen- und Leber- 
erkrankungen . 

Die Schwere dieser Erkrankungen und die zunehmende Haufigkeit 
in der alter werdenden Bevolkerung ist mit einer immer kost- 
spieliger werdenden medizinischen Behandlung sowie mit groflen 
volkswirtschaftlichen Folgekosten verbunden. Dies trifft insbe- 
sondere fur Erkrankungen des Herzmuskels zu, die als Folge von 
Koronargef aBverengungen , chronischer Herzmuskelentzundung Oder 
mechanischer Uberbeanspruchung auftreten konnen. 

Diese Erkrankungen konnen zum einen zu einem akuten Myokard- 
infarkt fiihren, der in 1/3 der Falle todlich verlauft und oft 
jahrelang vorher durch Angina Pectoris-Anf alle angekiindigt 
wird. Der Myokardinf arkt fiihrt zu einem massiven nekrotischen 
bzw. apoptotischen Untergang von kontraktilen Herzmuskelzellen . 
Das betroffene Areal vernarbt durch Vermehrung von Bindegewebs- 
zellen und Ablagerung von extrazellularer Matrix, es kommt je- 
doch nicht zu einer Regeneration von Herzmuskelzellen. 

Eine weitere wichtige Komplikation ist das sogenannte kongesti- 
ve Herzversagen, das auf einer Herzhypertrophie beruht . Diese 
Hypertrophie stellt zunachst eine physiologisch sinnvolle Reak- 
tion auf dauernd erhohte Beanspruchung dar, fiihrt aber ab einer 
kritischen GroBe wieder zu einer Leistungsabnahme . Eine weitere 
VergroBerung uber diesen kritischen Punkt hinaus fiihrt unwei- 
gerlich zum Herzversagen. Die heute einzig mogliche Therapie 
bei Herzhypertrophie ist die Herztransplantation . 
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Es ist bekannt, daJ3 die Herzhypertrophie auf einer VergroBerung 
einzelner Zelltypen sowie auf einem Umbau kontraktilen Herz- 
muskelgewebes durch Bindegewebe basiert. Die hochgradig diffe- 
renzierten Herzmuskelzellen haben ihre Fahigkeit zur Regenera- 
tion durch Zellteilung verloren. Es kommt sogar durch verschie- 
dene biochemische und mechanische Reize zur Auslosung von pro- 
grammiertem Zelltod (Apoptose) in Herzmuskelzellen. 

Insgesamt sind sowohl die dekompensierte Herzhypertrophie als 
auch der Myokardinf arkt durch einen groBen Verlust an kontrak- 
tilen Herzmuskelzellen gekennzeichnet . 

Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen kann der Verlust defi- 
nierter Zelltypen den Krankheitsverlauf bestimmen. So kommt es 
bei Morbus Parkinson, der haufigsten neurologischen Erkrankung 
im f ortgeschrittenen Lebensalter, zu einer kontinuierlichen Ab- 
nahme der Dopamin-produzierenden Zellen in der Substantia 
nigra. Auch hier handelt es sich sehr wahrscheinlich urn apopto- 
tischen Zelltod. 

Es konnte nachgewiesen werden, daJ3 die gezielte Transplantation 
fetaler dopaminerger Zellen in diese Substantia nigra schwerste 
klinische Manif estationen von Parkinson ganz erheblich verbes- 
sern kann. 

Die altersbedingte Osteoporose, eine f ortschreitende Skelett- 
erkrankung, insbesondere in der weiblichen Bevolkerung, ist 
durch den Verlust von Knochensubstanz gekennzeichnet, dem ein 
Ruckgang in der Zahl und der Aktivitat knochenbildender Zellen 
( Osteoblasten , Osteozyten ) vorausgeht . 
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Fortschreitende Leberschadigung entsteht durch Alkoholabusus , 
chronische Entzundungen Oder stof f wechselbedingt bzw. als Folge 
kardiovaskularer Erkrankungen und zeichnet sich durch den Ver- 
lust von physiologisch aktiven Leberparenchymzellen (Hapato- 
zyten) aus. 

Fur keine der insoweit lediglich beispielhaft angesprochenen 
Erkrankungen gibt es zur Zeit eine kurative Therapie . 

Die bei Herzmuskelerkrankungen verschriebenen Medikamente kon- 
nen zwar Herzf unktionen wie Kontraktilitat und Reizleitung po- 
sitiv beeinf lussen, aber kein verlorengegangenes Herzmuskel- 
gewebe ersetzen. Oft wirken Medikamente auch nur sypmtomatisch, 
indem sie beispielsweise das Gewebswasser bei portaler Hy- 
pertension nach Leberzirrhose entziehen, oder Schmerzen bei 
Osteoporose lindern . 

Bei f ortgeschrittenen Herzmuskelerkrankungen oder bei dekompen- 
sierter Leberzirrhose ist die Organ-Transplantation die einzige 
verbleibende Mdglichkeit. Diese ist aber limit iert durch rlick- 
laufige Zahlen von Spenderorganen und zudem mit hohen Behand- 
lungskosten verbunden. Daruber hinaus besteht bei der Organ- 
transplantation das immanente Problem der GewebeabstoBung, so 
daJ3 die Patienten lebenslang mit Immunsuppressiva behandelt 
werden mlissen. Die groBten dabei entstehenden Komplikationen 
sind die opportunistischen Infektionen mit Viren, Bakterien und 
Pilzen, die nicht selten todlich verlaufen. 

Bei neuroddegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson gibt 
es daruber hinaus nicht einmal die Moglichkeit einer Organ- 
Transplantation. Bei dieser Krankheit hat man aber schon zum 
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Teil mit gutem Erfolg versucht, dopaminerge Zellen aus den Ge- 
hirnen abgetriebener Feten zu transplantieren . 

In der Literatur gibt es bereits vereinzelte Hinweise, da/3 die 
insoweit beispielhaft angesprochenen degenerativen Erkrankungen 
durch die Transplantation von Zellen behandelt werden konnen. 

Kobayashi et al. "Prevention of acute liver failure in rats 
with reversibly immortalized human hepatocytes" , Science, Band 
287, Seiten 1258-1262 beschreiben einen retroviralen Vektor, 
mit dem primare humane Hepatozyten infiziert wurden. Die in vi- 
tro vermehrten Hapatozyten wurden in die Milz von hepatekto- 
mierten Ratten injiziert, und es konnte gezeigt werden, daJ3 
nach der Injektion dieser Zellen wichtige Leberf unktionen un- 
terstutzt wurden. Das dort vorgeschlagene Verfahren soil die 
Zeit bis zur Transplantation Oder spontanen Regenerierung der 
Leber uberbriicken. Prinzipiell zeigt diese Verof f entlichung, 
daB durch Zelltransplantation klinisch erwunschte Effekte er- 
zeugt werden konnen. 

Der in dem bekannten Verfahren verwendete retrovirale Vektor 
enthalt einen Genbereich mit einem Resistenzgen, einem Suizid- 
gen und einem Transf ormationsgen , der von zwei LoxP-Stellen 
flankiert wird. An die stromabwarts gelegene LoxP-Stelle 
schlieBt sich ein weiteres Resistenzgen an, dem jedoch ein Ini- 
tiierungskodon fehlt, so daB dieses zweite Resistenzgen nicht 
translatiert werden kann. Durch das Transf ormationsgen , in die- 
sem Falle das Tumorantigen von SV40, werden die ruhenden Hepa- 
tozyten wieder in die Proliferation getrieben, wobei das erste 
Resistenzgen eine Resistenz gegen Hygromycin und das Suizidgen 
eine Empf indlichkeit gegeniiber Ganciclovir bewirkt. Auf diese 
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Weise kann auf erfolgreiche Transformation selektioniert wer- 
den . 

Eine der so selektionierten Zellinien wurde offenbar immortal 
und konnte in einem entsprechenden Medium expandiert werden. 
Nach der Expansion wurden die Zellen mit einem replikations- 
inkompetenten rekombinanten Adenovirus transduziert , der die 
Cre-Rekombinase exprimierte . Durch die Cre-Rekombinase wurde 
der zwischen den beiden LoxP-Stellen befindliche Genbereich ex- 
zisiert, so daB das Onkogen SV4 0 T-Ag nicht langer exprimiert 
wurde; zum Cre-Lox-System siehe z.B. Rajewsky et al., 
"Conditional gene targeting", J. Clin. Invest. Band 98, Seiten 
600-603. Durch die Exzision mit der Cre-Rekombinase erfolgte 
eine intramolekulare Rekombination , so daJ3 jetzt das auBerhalb 
des von den LoxP-Stellen flankierten Genbereiches liegende Re- 
sistenzgen unmittelbar hinter einem Startkodon zu liegen kam 
und folglich eine Resistenz vermitteln konnte, Auf diese Weise 
konnte der Erfolg der Exzision durch Selektion auf Resistenz 
gegen hier G418 (Neomycin Resistenzgen ) verifiziert werden. 

In der genannten Verof f entlichung wird dieser Vorgang zwar als 
reversible Immortalisierung beschrieben, nach Erkenntnis der 
Erfinder der vorliegenden Anmeldung handelt es sich dabei je- 
doch urn eine reversible Transformation, die bei einem Klon 
durch spontane Mutation zu immortalen Zellen gefiihrt hat. Es 
ist namlich bekannt, dai3 mit dem Transf ormationsprinzip durch 
SV4 0T-Ag bei Zellen lediglich eine "extended life span" erzeugt 
werden kann; siehe hierzu z.B. Chiu und Harley, "Replicative 
senescence and cell immortality: the role of telomeres and te- 
lomerase", Proc . Soc . Exp . Biol . Med . Band 214, Seiten 99-106. Chiu 
und Harley geben einen Kurzuberblick uber die Telomer- 
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Hypothese, die davon ausgeht, daB die Telomer-Lange als metho- 
dische Uhr fur die Steuerung der replikativen Lebensdauer von 
Zellen dient. Sie berichten, daB die Expression der Telomerase 
die Telomer-Lange stabilisiert und eine kontinuierliche Repli- 
kation oder Zell-Immortalitat ermoglicht. Sie beschreiben eben- 
falls die therapeutischen Moglichkeiten , die mit dieser Hypo- 
these verbunden sind, und diskutieren, ob durch die Aktivierung 
der Telomerase-Expression in vivo oder ex vivo das replikative 
Potential von Zellen erhoht werden kann. Sie berichten ferner, 
da£ in vielen Tumorzellen eine Telomerase-Aktivitat vorhanden 
ist, die durch eine spontane Mutation hervorgeruf en wurde. Aus- 
gehend von dem Artikel von Chiu und Harley ist davon auszu- 
gehen, daB die von Kobayashi et al. a.a.O. berichtete immortale 
Zellinie nach der Transformation mit dem Onkogen durch eine 
spontane Mutation entstanden ist. Dies bedeutet jedoch, da£ das 
von Kobayashi et al. a.a.O. beschriebene Verfahren nicht repro- 
duzierbar und damit kommerziell nicht sinnvoll einsetzbar ist. 

Wenn humane primare Zellen in Kultur genommen werden, so teilen 
sich diese je nach Alter des Spenders noch 20-60 mal und gehen 
dann in die Senescenz. Durch den bei jeder Teilung entstehenden 
Telomerverlust wird ein Zellteilungsstop induziert, der durch 
die Transformation solcher Zellen mit einem Onkogen umgangen 
werden kann. Diese Zellen konnen sich uber diese erste Krise 
hinaus weiter teilen. Dann entsteht jedoch irgendwann eine 
zweite Krise, da der bei jeder Zellteilung entstehende Telomer- 
verlust zu genetischer Instabilitat fuhrt. Diese zweite Krise 
ist fur fast alle mit einem Tumor-Antigen transf ormierten Zel- 
len todlich. In weniger als 10" 6 der Falle entsteht jedoch 
durch spontane Mutation eine Aktivierung der Telomerase, so daJ3 
der Telomerverlust ab dann kompensiert wird. Dies nennt man 
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spontane Immortalisierung, wie sie auch bei Kobayashi et al. 
a.a.O. stattgef unden haben muB . Diese Aktivierung der Telomera- 
se kann auch nicht gezielt wieder abgeschaltet werden, so daB 
selbst nach Exzision des Tumorantigens die Gefahr bleibt, daB 
diese Zellen durch ein weiteres Mutationsereignis, das erneut 
eine Wachstumsinduktion bewirkt, zu Krebszellen entarten. 

Das insoweit von Kobayashi et al. beschriebene Verfahren weist 
also eine ganze Reihe von Nachteilen auf . Zum einen hangt der 
Erfolg des Verfahrens davon ab, daB eine spontane Aktivierung 
der Telomerase erfolgt. Dies bedeutet jedoch, daJ3 das Verfahren 
nicht reproduzierbar und somit kominerziell nur sehr begrenzt 
verwendbar ist. Zum anderen kann die Telomerase-Aktivitat nicht 
gezielt wieder abgeschaltet werden, so daB die Zellen auch nach 
Exzision des Tumorantigens zu Krebszellen entarten konnen . Ein 
weiterer Nachteil besteht darin, daB auch nach der Exzision ein 
Teil des retroviralen Vektors in den expandierten Zellen aktiv 
bleibt und das Resistenzgen exprimiert, das zur Selektion auf 
erfolgreiche Exzision verwendet wird. Dieses zusatzliche gene- 
tische Material steht einer Transplantation der so behandelten 
Zellen in humane Organe jedoch entgegen. 

Wahrend Kobayashi et al. sich mit der Herstellung von trans- 
plantierbaren Zellen aus terminal dif f erenzierten Ausgangs- 
zellen beschaf tigen , ist es auch bereits bekannt, autologe 
Stromazellen aus dem Knochenmark in das Herz zu transplantieren 
und dadurch die Herzfunktion zu verbessern; siehe Tomita et 
al., "Autologous transplantation of bone marrow cells improves 
damaged heart function", Circulation Band 100, Seiten II247- 
II256. Die Kultivierung der Knochenmarkszellen erfolgte unter 
Zugabe der Dif f erenzierungssubstanz 5 ' -Azacytidin , wodurch eine 
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Dif ferenzierung der Knochenmarkszellen zu kardiomyogenen Zellen 
erf olgte . 

Wegen der limitierten replikativen Kapazitat der autologen Kno- 
chenmark-Stromazellen kann auf diese Weise die beim Menschen 
benotigte Menge an regenerativen Zellen jedoch nicht reprodu- 
ziert werden. Da Herzerkrankungen Alterserkrankungen sind, sind 
auch die meisten autologen Spender relativ alt, so daB sich die 
dem Patienten entnoitunenen autologen Knochenmarkszellen viel- 
leicht noch zwanzig mal teilen konnen. Theoretisch kann man so- 
mit aus einer Zelle nur noch ca. 10 6 Zellen herstellen, was we- 
niger als 0,02 % des linken Ventrikels entspricht. Das von To- 
mita et al. a.a.O. beschriebene Verfahren ist also fur klini- 
sche Anwendungen nicht geeignet. 

Auch Makino et al., "Cardiomyocytes can be generated from mar- 
row stromal cells in vitro", J . Clin . Invest . Band 103, Seiten 
697-705 beschaftigen sich mit der Dif ferenzierung von Knochen- 
markszellen in Herzmuskelzellen durch Zugabe von 5 ' -Azacytidin . 
Durch eine haufige Subkultivierung der Stromazellen fur mehr 
als vier Monate wurde eine immortalisierte Zellinie erhalten, 
die als Ausgangsmaterial fur die Dif ferenzierung in Herz- 
muskelzellen diente. Dieses Verfahren ist mit den gleichen 
Nachteilen behaftet wie das von Kobayashi et al. a.a.O be- 
schriebene Verfahren, es ist weder reproduzierbar noch klinisch 
tolerierbar . 

Vor diesem Hintergrund liegt der vorliegenden Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, immunologisch und klinisch unbedenkliche Zel- 
len auf kostengunstige Weise bereitzustellen , die z.B. fur eine 
lokale Geweberegeneration verwendet werden konnen. 
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Erf indungsgemafl wird diese Aufgabe gelost durch ein Verfahren 
zur Gewinnung von Zellen, mit den Schritten: Bereitstellen von 
organbezogenen Zellen, Immortalisieren der organbezogenen Zel- 
len, Expansion der immortalisierten Zellen und Reversion der 
Immortalisierung der expandierten Zellen. Als organbezogene 
Zellen konnen dabei multipotente Stammzellen, vorzugsweise mes- 
enchymale Stromazellen oder aber ruhende, terminale differen- 
zierte Ausgangszellen des Organs verwendet werden. 

Durch die reversible Immortalisierung sind die so hergestellten 
Zellen klinisch unbedenklich . Die Zellen konnen auBerdem in un- 
begrenzter Zahl hergestellt werden. 

Wenn multipotente Stammzellen als organbezogene Zellen verwen- 
det werden, erfolgt die Expansion der immortalisierten Stamm- 
zellen unter Zugabe zumindest einer Dif f erenzierungssubstanz , 
die eine Dif f erenzierung der Stammzellen zu organspezif ischen 
Zellen fordert. 

Werden dagegen terminal dif f erenzierte Ausgangszellen einge- 
setzt, so werden diese im Zusammenhang mit der Immortalisierung 
zusatzlich transf ormiert , so daB sie sich expandieren lassen. 

Mit den so hergestellten Zellen kann z.B. eine Transplantation 
in einem Herzinf arktareal durchgefuhrt werden, wodurch gleich- 
zeitig das Risiko eines kongestiven Herzversagens sowie eines 
sekundaren todlichen Herzinf arktes erheblich vermindert wird. 
Das Verfahren eignet sich auch zur Gewinnung regenerativer Kno- 
chen- und Knorpelzellen , die bei Knochen- und Knorpeltraumata 
sowie bei chronischer Knochendegeneration ( Osteoporose ) 
eingesetzt werden konnen. Mit dem Verfahren konnen auch Leber- 
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parenchymzellen fur die Leberregeneration sowie dopaminerge 
Zellen zur Behandlung des Morbus Parkinson hergestellt werden. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht die Produktion belie- 
biger Mengen primarer Zellen fur die extrakorporale Herstellung 
von Gewebe. Nach dem neuen Verfahren produzierte Endothelzellen 
oder Glatte Muskelzellen konnen auf einer Matrix, vorzugsweise 
einer Biomatrix beispielsweise aus Collagen oder Fibronektin 
angesiedelt werden, urn Herz- oder Venenklappen zu erzeugen. 

Bei der Herstellung von z.B. Muskelzellen, vorzugsweise von 
Herzmuskelzellen, sowie von Knochenzellen, ist es bevorzugt, 
wenn bei der Expansion der immortalisierten Stammzellen eine 
Dif ferenzierungssubstanz zugegeben wird, die ausgewahlt ist aus 
der Gruppe: Dexamethason, 5 1 -Azacytidin , Trichstatin A, all- 
trans-Retinsaure und Amphotericin B. Besonders bevorzugt ist es 
dabei, wenn zumindest zwei, vorzugsweise vier dieser Differen- 
zierungssubstanzen bei der Expansion verwendet werden. 

Obwohl eine Dif f erenzierung von Stammzellen zu Herzmuskelzellen 
durch Zugabe von 5 ' -Azacytidin induziert wird, kann die Diffe- 
renzierung durch Zugabe zumindest einer weiteren Differenzie- 
rungssubstanz verbessert werden. Besonders geeignet ist dabei 
eine {Combination von 5 1 -Azacytidin und Trichstatin A, was nach 
Erkenntnis der Erfinder der vorliegenden Anmeldung synergi- 
stisch wirkt. Die Dif f erenzierung kann durch die weitere Zugabe 
von all-trans-Retinsaure und Amphotericin B weiter optimiert 
werden. 

Neben der in der Kombination aus mehreren Dif f erenzierungs- 
substanzen liegenden synergistischen Wirkung liegt ein weiterer 
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Vorteil darin, da£ die nach Erkenntnis der Erfinder vorliegende 
mutagene Wirkung von 5 ' -Azacytidin erheblich reduziert oder so- 
gar aufgehoben wird. 

Auf diese Weise ist eine unbedenkliche klinische Anwendung der 
so aus Stammzellen gewonnenen Herzmuskelzellen moglich. 

Durch die Zugabe der Dif ferenzierungssubstanz Dexamethason wer- 
den die reversibel immortalisierten Stammzellen zu Knochen- und 
Knorpelzellen dif f erenziert . Auch hier kann ein synergistischer 
Effekt durch die weitere Zugabe der Dif f erenzierungssubstanzen 
5 ' -Azacytidin, Trichstatin A f all-trans-Retinsaure und Ampho- 
tericin B erzielt werden. 

Zu der Dif ferenzierungssubstanz Dexamethason sei noch erwahnt, 
daB Conget und Minguell "Phenotypical and functional properties 
of human bone marrow mesenchymal progenitor cells", J. Cell Phy- 
siol. Band 181, Seiten 67-73 bereits beschrieben haben, da£ 
sich osteogene Zellen aus mesenchymalen Stromazellen durch De- 
xamethason-Behandlung gewinnen lassen . 

Als organbezogene Zellen konnen dabei sowohl autologe als auch 
allogene Zellen eingesetzt werden. 

Wahrend der Vorteil der autologen Zellen in der Immuntoleranz 
liegt, weisen die allogenen Zellen den Vorteil auf, dai3 sie 
quasi jederzeit in unbegrenzter Zahl zur Verfugung stehen. Bei 
den allogenen Zellen wird jedoch erf indungsgemaB eine Immun- 
toleranz erzeugt, urn die Host versus Graft Reaktion (HVGR) zu 
reduzieren . 
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Zur Behandlung eines Patienten konnen dann folglich zunachst 
aus allogenen Zellen hergestellte transplantierbare Zellen ver- 
wendet werden, wahrend parallel aus autologen Zellen des Pati- 
enten weitere transplantierbare Zellen hergestellt werden. Wenn 
dann genugend autologe transplantierbare Zellen zur Verfugung 
stehen, werden nur noch diese transplantiert , so daJ3 die Immun- 
toleranz dann kein Problem mehr darstellt. 

Erf indungsgemaB wird fiir die reversible Immortalisierung der 
Zellen ein Genkomplex verwendet, mit einem immortalisierenden 
Genbereich, der zumindest ein Resistenzgen , ein Immortalisie- 
rungsgen und vorzugsweise ein Suizidgen aufweist, mit zwei den 
Genbereich f lankierenden Sequenzen, die als Erkennungsstelle 
fiir homologe intramolekulare Rekombination fungieren, und mit 
zumindest einem, dem Genbereich vorangestellten Promotor . 

Wenn dieser Genkomplex in eine organbezogene Zelle eingebracht 
wird, so kann zunachst mittels des Resistenzgenes auf den er- 
folgreichen Transfer selektioniert werden. 

Durch das Immortalisierungsgen , das vorzugsweise das Telo- 
merase-Gen ist, wird bei der Expansion jetzt Telomerverlust 
vermieden, so daJ5 die Zellen unbeschrankt replikationsf ahig 
sind, sofern es sich bei den organbezogenen Zellen urn Stamm- 
zellen handelt, die zur Proliferation fahig sind. 

Wenn als organbezogene Zellen dagegen terminal dif f erenzierte 
Ausgangszellen verwendet werden, enthalt der Genkomplex zusatz- 
lich ein Transf ormationsgen , das vorzugsweise das Tumor-Antigen 
von SV4 0, also ein Onkogen, ist. Auf diese Weise konnen auch 
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ruhende Zellen iinmortalisiert und zur Herstellung von trans- 
plantierbaren Zellen verwendet werden. 

Durch die homologe, intramolekulare Rekombination wird nach er- 
folgreicher Expansion der Genbereich, der das Resistenzgen, das 
Immortalisierungsgen und das Suizidgen enthalt, aus dem Gen- 
komplex exzisiert, so daB die Immortalisierung zuverlassig auf- 
gehoben wird. Damit besteht bei derart hergestellten Zellen 
keine iiber das ubliche MaB erhohte Gefahr, daB sie nach der 
Transplantation zu Krebszellen entarten. 

Vorzugsweise sind die f lankierenden Sequenzen dabei LoxP- 
Stellen, wobei zur intramolekularen Rekombination Cre-Rekombi- 
nase verwendet wird. Die Immortalisierung der expandierten Zel- 
len kann dabei zu einem gewiinschten Zeitpunkt dadurch wieder 
riickgangig gemacht werden, daB die Zellen z.B. mit einem rekom- 
binanten Virus, bspw. einem rekombinanten Adenovirus infiziert 
werden, das die Cre-Rekombinase exprimiert, oder daJ3 die Cre- 
Rekombinase als zellgangiges rekombinantes Fusionsprotein , 
bspw. als Fusionsprotein mit dem Voyager Protein VP22, verab- 
reicht wird. 

Vorzugsweise wird dabei durch das Suizidgen auf erfolgreiche 
Exzision selektioniert. Das Suizidgen ist dabei vorzugsweise 
das Thymidinkinase-Gen von Hepatitis Simplex-Virus (HSV). Nach 
der Exzision des immortalisierenden Genbereiches ist auch das 
Suizidgen aus dem transf erierten Genkomplex entfernt, so daB 
diese Zellen nicht mehr sensitiv gegenuber Ganciclovir sind. 
Bei den Zellen, bei denen die Exzision nicht stattgef unden hat, 
ist die Sensitivitat gegenuber Ganciclovir jedoch noch vorhan- 
den, so daB sie abgetotet werden. 
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Ein groBer Vorteil bei dem insoweit beschriebenen Verfahren ist 
darin zu sehen, daB nach der Reversion der Immortalisierung der 
Genkomplex keine exprimierbaren Gene mehr enthalt, so daB die 
Transplantation derartiger Zellen klinisch vollig unbedenklich 
ist . 

Wenn als organspezif ische Zellen allogene Zellen verwendet wer- 
den, wird bei diesen durch Transfer eines Genkomplexes in die 
allogenen Zellen eine Immuntoleranz hervorgeruf en . Der Gen- 
komplex zur Immunmodulation der Zellen umfaBt dabei einen er- 
sten immunmodulierenden Genbereich, dessen Expression die Funk- 
tion von MHC I-Molekiilen auf den Zellen inhibiert, sowie einen 
zweiten immunmodulierenden Genbereich, dessen Expression zu 
einer Inaktivierung von Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) 
fiihrt. Der Genkomplex zur Immunmodulation umfaBt ferner ein Re- 
sistenzgen, durch das auf erf olgreichen Transfer selektioniert 
wird . 

Der erste immunmodulierende Genbereich enthalt dabei ein Gen, 
das ausgewahlt ist aus der Gruppe : CMV-Gene US2 und US11; HSV- 
Gen ICP4 7; CMV-Gene US 6 und US 3 ; Adenovirus-Gene E3-19K und E6; 
HIV NEF-Gen und Gen fur einen rekombinanten single chain Anti- 
korper zur Blockade der MHC I-Prasentation auf der Zelloberfla- 
che . 

Erf indungsgemaB enthalt der zweite immunmodulierende Genbereich 
das CMV-Gen UL18 oder ein Gen fur einen rekombinanten single 
chain Antikorper, der sich in der Membran der Zelle verankert 
und Naturliche Killerzellen abwehrt. 
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Mit Hilfe der insoweit beiwirkten Immunmodulation wird bei den 
immortalisierten allogenen, organspezif ischen Zellen eine Im- 
muntoleranz bewirkt, die eine gefahrlose Transplantation in al- 
logene Empf anger ermoglicht. 

Die Immuntoleranz wird zum einen durch Blockade des Auftretens 
von MHC I-Molekulen auf der Zelloberf lache erzielt. Dadurch 
werden zytotoxische T-Lymphozyten des Empfangers davon abgehal- 
ten, die korperf remden Spender zellen zu lysieren. Die Beset zung 
der Zelloberf lache mit MHC I-Molekiihlen kann dabei durch Ex- 
pression der CMV-Gene US2 und US11 verhindert werden. 

Miller und Sedmak, "Viral effects on antigen processing", 
Curr.Opin. Immunol. Band 11, Seiten 94-99 konnten zeigen, daJ3 
diese Genprodukte des humanen Cytomegalievirus (CMV) eine weit- 
gehende Degradation von intrazellularen MHC I-Molekulen be- 
wirkt . 

Da eine Verringerung Oder vollstandige Blockade der MHC I- 
Prasentation auf Zellen zu einer Aktivierung von Natiirlichen 
Killerzellen fuhrt, wird die Aktivitat dieser Natur lichen Kil- 
lerzellen durch Expression des CMV-Gens UL18 inhibiert. 

Die MHC I-Inaktivierung kann auch durch andere virale Gene, 
z.B. das HSV-Gen ICP47, die CMV-Gene US6 und US 3 , die Adeno- 
virusgene E3-19K sowie E6 Oder das HIV NEF-Gen erfolgen. Ferner 
ist auch der direkte Knock-out eines MHC I-Bestandteiles , z.B. 
des beta-2-Microglobulingens, moglich. Ferner kann auch intra- 
zellular ein rekombinanter single chain Antikdrper exprimiert 
werden, der die MHC-Prasentation auf der Zelloberf lache blok- 
kiert . 



WO 01/78757 



PCT/EPO 1/02967 



17 

Naturliche Killerzellen konnen auch iiber einen monoklonalen An- 
tikorper inaktiviert werden, der die sogenannten inhibitory 
receptors der Natiirlichen Killerzellen erkennt und die NK- 
vermittelte Zell-Lyse blockiert. Dieser monoklonale Antikorper 
wird erf indungsgemaB auch als rekombinanter single chain Anti- 
korper in der Membran der allogenen Spenderzelle verankert und 
kann dadurch angreifende NK-Zellen abwehren. 

Mit Hilfe des neuen Verfahrens und ggf . unter Verwendung der 
neuen Genkomplexe hergestellte Zellen sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. Diese Zellen konnen erf indungsgemaB 
zur Herstellung eines Transplantates fur die Regeneration eines 
Organes oder zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
chronischer Erkrankungen verwendet werden. 

Vor diesem Hintergrund betrif ft die vorliegende Erfindung eben- 
falls ein Arzneimittel, das die erf indungsgemafl hergestellten 
Zellen in therapeutisch wirksamer Menge enthalt, sowie ein 
Transplantat , das diese Zellen enthalt. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der 
Zellen zur Regeneration eines Organes. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung noch ein Plasmid, einen vi- 
ralen Vektor bzw. ein Kit mit dem Genkomplex zur reversiblen 
Immortalisierung und/oder dem Genkomplex zur Immunmodulation 
von Zellen. 

Das erfindungsgemaBe Plasmid bzw. der erf indungsgemaiie virale 
Vektor werden fur den Transfer der Genkomplexe in die organ- 
spezifischen Zellen verwendet, urn diese zu immortalisieren , 
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ggf. zu transf ormieren und ggf. immunmodulierend zu beeinflus- 
sen . 

Der erf indungsgemafie Kit kann neben den Genkomplexen die weiter 
erforderlichen Substanzen und Materialien, z.B. fur die Cre- 
Rekombinase codierende rekombinante Adenoviren, enthalten. 

Mit Hilfe des Kits konnen dann allogene oder autologe Spender- 
zellen reversibel immortalisiert und expandiert werden, bevor 
sie dann zur Organregeneration transplantiert werden, 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der bei- 
gef ugten Zeichnung . 

Es versteht sich, daJ3 die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen , sondern auch in anderen Kombinatio- 
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Die Erfindung wird jetzt anhand von Ausf uhrungsbeispielen und 
der beigefiigten Zeichnung erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 einen Genkomplex zur reversiblen Immortalisierung 
von Zellen, in schematischer Darstellung; und 

Fig. 2 einen Genkomplex zur Immunmodulation von Zellen, in 
schematischer Darstellung. 
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Beispiel 1: Bereitstellen von organbezogenen Zellen 

Als organbezogene Zellen konnen multipotente Stammzellen ver- 
wendet werden, die bei der Expansion noch in organspezif ische 
Zellen dif f erenziert werden miissen, oder bereits dif f erenzierte 
Ausgangszellen des jeweiligen Organes. 

Weiter muJ3 zwischen autologen Zellen des jeweiligen Patienten 
oder allogenen Zellen eines Spenders unterschieden werden. Au- 
tologe Zellen konnen ohne weitere immunmodulatorische Behand- 
lung verwendet werden, wahrend allogene Zellen mit immunmodula- 
torischen Genen stabil transfiziert werden. Der Vorteil von al- 
logenen Zellen besteht darin, daB sich diese in grofler Zahl 
herstellen lassen und fur viele Empfanger sofort verwendbar 
sind, wobei das Risiko einer Host versus Graft Reaktion (HVGR) 
wegen der immunmodulatorischen Behandlung (siehe Beispiel 2) 
sehr gering ist. Bei autologen Zellen besteht ein Vorteil dar- 
in, daJ3 kein HVGR-Ri s iko besteht. 

Als Stammzellen werden mesenchymale Stromazellen des Knochen- 
marks verwendet. Diese sind in der Lage, sich zu Osteoblasten, 
Myoblasten, Adipocyten sowie weiteren Zelltypen zu differenzie- 
ren. In der Klinik wird Knochenmark routinemaBig unter OP- 
Bedingungen fur die allogene Knochenmarktransplantation gewon- 
nen. Dabei werden jedoch nur die hamatopoetischen Stammzellen 
benotigt, wahrend die hier interessanten mesenchymalen Stamm- 
zellen als Nebenprodukt entstehen. 

Anderseits konnen mesenchymale Stammzellen auch aus peripherem 
Blut gewonnen werden. 
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Die so gewonnenen Stammzellen werden in konventionellen Zell- 
kulturschalen ausgesat und in alpha-MEM oder IDEM-Medium mit 
10 % FKS, sowie Antibiotika wie Penicillin, Streptomycin oder 
Amphotericin B kultiviert. 

Hepatozyten der Leber werden direkt als Primarkultur angelegt. 
Dopaminerge Ausgangszellen werden im Rahmen einer Organspende 
entnommen. Herzmuskelzellen konnen sowohl als Stammzellen aus 
Knochenmark als auch als Ausgangszellen im Rahmen einer Herz- 
muskel-Biopsie fiir die Immortalisierung gewonnen werden, 

Beispiel 2: Immortalisierung, Transformation und Immun- 

modulation 

Die insoweit gewonnenen, organbezogenen Zellen werden jetzt re- 
versibel immortalisiert , wobei die terminal dif f erenzierten 
Ausgangszellen auch noch transf ormiert werden mussen. Bei allo- 
genen organbezogenen Zellen ist ferner noch eine Immunmodulati- 
on erf orderlich . 

Der in Fig. 1 dargestellte Genkomplex dient der reversiblen Im- 
mortalisierung der organbezogenen Zellen. Der in Fig. 2 darge- 
stellte Genkomplex dient dagegen zur Immunmodulation von allo- 
genen Spenderzellen . 

Beide Genkomplexe konnen iiber Plasmidtransf ektion oder virale 
Transduktion in die organbezogenen Zielzellen eingebracht wer- 
den. Auf die erfolgreiche Ubertragung der Genkomplexe kann mit 
dem jeweiligen Resistenzgen selektioniert werden. 
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Das Resistenzgen in dem Genkomplex aus Fig. 1 ist z.B. das 
Neomycin-Gen, das eine Resistenz gegeniiber G418 vermittelt. Das 
Resistenzgen in Fig. 2 ist z.B. das Hygromycin-Gen , das eine 
Resistenz gegeniiber Hygromycin vermittelt. 

Der Genkomplex in Fig- 1 enthalt als Transf ormationsgen das 
large tumor Antigen von SV4 0 sowie als Immortalisierungsgen das 
Telomerase-Gen. Das Transf ormationsgen wird dabei nur fur 
ruhende terminal dif f erenzierte Ausgangszellen benotigt, fiir 
proliferierende Stammzellen reicht das Immortalisierungsgen fiir 
die Telomerase. 

Ferner enthalt der Genkomplex aus Fig. 1 ein Suizidgen, namlich 
das Thymidinkinase-Gen, das eine Sensitivitat gegeniiber Gan- 
ciclovir vermittelt . 

Der immortalisierende Genbereich aus Suizidgen TK, Transforma- 
tionsgen SV4 0T-Ag und Telomerase-Gen TELO sowie dem ersten Re- 
sistenzgen resist wird flankiert von zwei LoxP-Stellen . tiber 
das Enzym Cre-Rekombinase des Bakteriophagen PI kann an zwei 
identischen LoxP-Sequenzen eine homologe Rekombination herbei- 
gefiihrt werden. Eine LoxP-Stelle ist eine 34 Basenpaare lange 
DNA-Sequenz, die aus zwei 13 Basenpaaren langen inverted re- 
peats besteht, welche von einer 8 Basenpaaren langen nicht- 
palindromischen Sequenz unterbrochen ist. Wenn zwei LoxP- 
Stellen in derselben Orientierung auf einem linearen DNA- 
Molekul plaziert sind, wird durch die Cre-Rekombinase eine in- 
tramolekulare Rekombination bewerkstelligt , die zur Exzision 
der zwischen den beiden LoxP-Stellen befindlichen Sequenz 
fiihrt. Dieses ist hochspezif isch und sehr effizient, da die 
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exzisierte DNA durch Degradation aus dem Gleichgewicht entfernt 
wird . 

Die Expression der hintereinandergeschalteten Gene kann durch 
Genfusion, durch interne Translation mit einer IRES (internal 
ribosomal entry site) oder durch interne Proteolyse (prot) be- 
werkstelligt werden. Bei der letzten Moglichkeit befindet sich 
zwischen den Genen eine Protease, die sich selbst in cis her- 
ausschneidet und somit die einzelnen Genf unktionen separiert. 
Als interne Protease kann die 2A-Protease von FMDV (Foot and 
Mouth Disease Virus) verwendet werden. 

Nach erfolgreichem Transfer des Genkomplexes aus Fig. 1 in die 
organbezogenen Zellen aus Beispiel 1 konnen diese beliebig ex- 
pandiert werden. Handelt es sich bei den organbezogenen Zellen 
urn multipotente Stammzellen, erfolgt die Expansion unter Zugabe 
zumindest einer Dif f erenzierungssubstanz , die eine Differenzie- 
rung der Stammzellen zu organspezif ischen Zellen fordert, wie 
es in Beispiel 3 weiter unten beschrieben wird. 

Wenn die organbezogenen Zellen allogene Zellen eines Spenders 
sind, muB zusatzlich zu dem Genkomplex aus Fig. 1 auch der Gen- 
komplex aus Fig. 2 ubertragen werden, urn eine Immuntoleranz zu 
erzielen . 

Dies erfolgt durch die Expression der CMV-Gene US 2 und US11, 
die die Besetzung der Zelloberf lachen der organbezogenen Zellen 
mit MHC I-Molekiilen verhindert. Die Verringerung oder vollstan- 
dige Blockade der MHC I-Prasentation verhindert zum einen zwar 
die Lyse der korperf remden Spenderzellen durch zytotoxische T- 
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Lymphozyten, fuhrt aber andererseits automatisch zu einer Akti- 
vierung von Natiir lichen Killerzellen . 

Durch die Expression des CMV-Genes UL18 wird liber einen noch 
nicht genau verstandenen Mechanismus jetzt erf indungsgemafl die 
Aktivitat der Natiirlichen Killerzellen inhibiert. 

In Fig. 1 und 2 bezeichnet pA ein Poly ( Adenylierungs ) -Signal 
und prom einen Promotor. resist2 ist ein von resist verschiede- 
nes Resistenzgen. 

Die MHC I-Inaktivierung kann auch liber andere virale Gene, z.B. 
das HSV-Gen ICP4 7, die CMV-Gene US 6 und US3, die Adenovirusgene 
E3-19K sowie E6 Oder das HIV NEF-Gen, den direkten Knock-out 
eines MHC I-Bestandteiles , wie z.B. des beta-2-Microglobulin- 
gens oder die interzellulare Expression eines rekombinanten 
single chain Antikorpers zur Blockade der MHC I-Prasentation 
auf der Zelloberf lache erfolgen. 

Die Natiirlichen Killerzellen konnen auch iiber einen monoklona- 
len Antikorper inhibiert werden, der die sogenannten inhibitory 
receptors der Natiirlichen Killerzellen erkennt und die durch 
Naturliche Killerzellen vermittelte Zell-Lyse blockiert. Dieser 
monoklonale Antikorper kann auch als rekombinanter single chain 
Antikorper in der Membran der allogenen Spenderzelle verankert 
sein und dadurch angreifende Natiir liche Killerzellen abwehren. 

Die Herstellung eines Membran- standigen single chain Antikor- 
pers ist prinzipiell beschrieben in Einfeld et al., 
"Construction of a pseudoreceptor that mediates transduction by 
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adenoviruses expressing a ligand in fiber or penton base", J. 
Virol. Band 73> Seiten 9130-9136. 

In einem ersten Schritt wird ein Hybridom hergestellt, das ei- 
nen monoklonalen Antikorper produziert; siehe z.B. Immunobiolo- 
gie, 3. Ausgabe, Janeway et al., Current Biology Limited & 
Churchill Livingstone & Garland Publishing Inc., 1997. Das Hy- 
bridom ist die Fusion einer mortalen Antikorper-produzierenden 
Zelle aus der Milz einer immunisierten Maus mit einer immorta- 
len Myelomzelle. 

Die fusionierten Zellen haben die Eigenschaf ten beider Aus- 
gangszellen, namlich die Fahigkeit, Antikorper zu produzieren, 
sowie unsterblich zu sein. Die Hybridomzellen werden in einem 
speziellen Selektionsmedium (HAT-Medium) vermehrt und beziiglich 
der Expression des interessierenden Antikorpers analysiert. 

Der nachste Schritt ist die Klonierung der Genabschnitte , die 
fur die variablen Bereiche der leichten und schweren Kette des 
monoklonalen Antikorpers codieren. liber PCR mit Konsensus- 
Primern innerhalb dieser variablen Bereiche werden die fur die 
Antigenerkennung entscheidenden Gensequenzen amplif iziert . Die 
Gensequenz fur die variable leichte Kette wird liber einen kur- 
zen Linker, der fur ca. 15 Aminosauren kodiert, mit der Gense- 
quenz fur die schwere Kette fusioniert. Dadurch wird das soge- 
nannte Single Chain Fv (Fragment variable) erhalten. 

Ein solcher in Zellen exprimierter single chain Antikorper kann 
uber weitere Signal- und Verankerungssequenzen in der Zellmem- 
bran inseriert werden, so daJ3 daraus der erf indungsgematf ver- 
wendete Membran-standige single chain Antikorper resultiert. 
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Anstelle der von Einfeld et al. beschriebenen Erkennung eines 
linearen Hemagglutinin Epitops erkennt der erf indungsgemafle An- 
tikorper jedoch ein Epitop auf natiirlichen Killerzellen, wo- 
durch die NK-vermittelte Zellyse blockiert wird. Das Gen fur 
diesen single chain Antikorper kann statt des CMV-Genes UL18 in 
dem Genkomplex aus Fig. 2 enthalten sein. 

ErfindungsgemaB konnen single chain Antikorper auch im Sinne 
von "Intrabodies" verwendet werden, so daJ3 sie intrazellulare 
Epitope erkennen und dadurch das Assembly oder den Transport 
von MHC I-Molekiilen blockieren. Das Gen fur einen derartigen 
Antikorper kann ebenfalls in dem Genkomplex aus Fig. 2 vorhan- 
den sein und bspw. die CMV-Gene US 2 und US 11 ersetzen. 

Diese single chain Antikorper sind ausgewahlt aus der Gruppe : 
Antikorper gegen TAP-Transporter (Anti-TAPI, Anti-TAPII), p2- 
Mikroglubolin, Calnexin, Calreticulin und Tapasin. Durch Ex- 
pression und Aktivitat eines oder mehrerer dieser intrazellula- 
ren single chain Antikorper wird die Presentation von MHC I Mo- 
lekiilen auf der Oberflache allogener Zellen verhindert und da- 
durch die Lyse durch zytotoxische T-Lymphozyten vermieden. 

Der direkte Knock out eines MHC I-Bestandteiles beruht auf ei- 
nem Verfahren, das ursprunglich fur embryonale Stammzellen be- 
schrieben wurde, urn transgene Mause herzustellen . Eine allge- 
meine Ubersicht uber das "Ausknocken" von Genen findet sich in 
Koch-Brandt, "Gentransfer Prinzipien - Experimente - Anwendung 
bei Saugern", Thieme Verlag, 1993, sowie in Sedivy und Dutri- 
aux, "Gene targeting and somatic cell genetics - a rebirth or a 
coming of age?", Trends . Genet . Band 15, Seiten 88-90. 
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Bei diesem Verfahren wird ein fur das auszuschaltende Gen homo- 
loger Bereich in ein Plasmid kloniert, wobei sich innerhalb 
dieses homologen Bereiches ein Resistenzgen und auBerhalb ein 
Suizidgen befindet. Das Plasmid wird in eine Zelle transfi- 
ziert, wobei der homologe Bereich in seltenen Fallen in das 
Zielgen integriert . 

Durch das sich innerhalb des homologen Bereiches befindende Re- 
sistenzgen kann auf der einen Seite auf Integrationsereignisse 
selektioniert werden f andererseits wird dadurch die Expression 
des Zielgens auf dem betreffenden Allel unterbrochen . Da sich 
das Suizidgen auBerhalb des homologen Bereiches befindet, wird 
dieses nur bei einer illegitimen Rekombination mit integriert, 
nicht aber bei einer homologen Rekombination. 

Mittels des Suizidgenes wird gegen Zellen selektioniert, bei 
denen eine illegitime Rekombination des Suizidgens stattgefun- 
den hat. Mit diesem Verfahren wird also zunachst eines der bei- 
den Allele eines Gens ausgeschaltet , im Falle der vorliegenden 
Erfindung z.B. das humane Gen fur das p2-Mikroglobulin, das in- 
tegraler Bestandteil des MHC I-Komplexes ist. Die Ausschaltung 
der p2-Mikroglobulin-Expression bewirkt somit die vollstandige 
Abwesenheit von MHC I-Molekulen auf der Zelloberf lache und ver- 
hindert somit die durch zytotoxische T-Lymphozyten vermittelte 
Zellyse . 

Urn auch das zweite Allel auszuschalten , muJ3 die gleiche Strate- 
gie mit einem zweiten Resistenzgen verfolgt werden. Dieses kann 
iiber die identische homologe Sequenz in das zweite Allel inte- 
grieren. Auf dieses Ergebnis wird nun mit den beiden Resisten- 
zen sowie mit dem Suizidgen selektioniert. 
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Die Herstellung vom p2-Mikroglobulin Knock out-Mausen ist be- 
reits beschrieben von Roller und Smithies, "Inactivating the 
beta 2-microglobulin locus in mouse embryonic stem cells by ho- 
mologous recombination", PNAS , Band 86, Seiten 8932-8935. Fur 
humane Zellen und die Anwendung solcher gegeniiber zytotoxischen 
T-Lymphozyten resistenten Zellen zur Bereitstellung organbezo- 
gener allogener Zellen findet sich kein Vorbild in der Litera- 
ture 

Auf die oben beschriebene Weise konnen nicht nur Bestandteile 
des MHC I-Komplexes sondern auch eines oder beide Gene fur den 
TAP-Transporter ausgeknockt werden, was ebenfalls die fehlende 
Presentation von MHC I-Molekulen auf der Zelloberf lache be- 
wirkt. Knock out-Mause fur TAP1 sind ebenfalls bekannt, siehe 
Behar et al., "Susceptibility of mice deficient in CD1D or TAP1 
to infection with Mycobacterium tuberculosis", J. Exp. Med. Band 
189, Seiten 1973-1980. 

Beispiel 3: Expansion und Dif f erenzierung 

Immortalisierte Ausgangszellen , die bereits terminal differen- 
ziert sind, werden in einem iiblichen Medium expandiert, ohne 
datf weitere MaJBnahmen erforderlich sind. 

Handelt es sich bei den immortalisierten Zellen jedoch urn mes- 
enchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, ist durch Zugabe von 
Differenzierungssubstanzen eine Dif f erenzierung in die organ- 
spezifischen Stellen erforderlich. 
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Durch Behandlung mit 5 ' -Azacytidin konnen mesenchymale Stamm- 
zellen z.B. zu kardiomyogenen Zellen dif f erenziert werden; 
Makino et al. a.a.O. Eine 5 ' -Azacytidin-Behandlung von Stamm- 
zellen, die das Entwicklungspotential von Herzmuskelzellen 
haben, lost Dif f erenzierungsvorgange durch Demethylierung aus . 
Sehr wahrscheinlich wird dabei der Promotor von noch unbekann- 
ten essentiellen Herzmuskel-Dif f erenzierungsgenen aktiviert. 

Nach Erkenntnis der Erfinder hat 5 1 -Azacytidin aber ein muta- 
genes Potential. Daher wird die Dif f erenzierung von Stammzellen 
zu Herzmuskelzellen erf indungsgemaB durch Gabe zumindest einer 
weiteren Dif f erenzierungssubstanz verbessert. Hierzu ist die 
Substanz Trichstatin A (TSA) vorgesehen. TSA bewirkt eine Inhi- 
bition der Histon-Deacetylierung. Diese Histon-Deacetylierung 
steht im Zusammenhang mit transkriptioneller Repression von 
CpG-Methylierungen . 

CpG-Inseln, also Bereiche mit mehreren CpG-Dinukleotiden, fin- 
den sich vorwiegend in Promotoren. Durch die Methylierungen 
kann die Aktivitat eines CpG-reichen Promotors erheblich 
inhibiert werden. Dies erfolgt z.B. wenn 5 ' -Azacytidin in die 
DNA replizierender Zellen eingebaut wird, weil aufgrund der 
Aza-Gruppe an Position 5 dort keine Methylierung durch zellu- 
lare Prozesse erfolgen kann. 

Eine Kombination von 5 ' -Azacytidin und TSA kann somit synergi- 
stisch wirken, wie in Tumorzellen bereits gezeigt wurde ; siehe 
Cameron et al., "Synergy of demethylation and histone deacety- 
lase inhibition in the re-expression of genes silenced in can- 
cer", Nat. Genet. Band 21, Seiten 103-107. 
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Dieser Synergismus wird erf indungsgemaJ3 auf die Dif f erenzierung 
von Stammzellen zu Herzmuskelzellen iibertragen. Durch die wei- 
tere Zugabe von all-trans-Retinsaure und Amphotericin B wird 
die Dif f erenzierung weiter optimiert . Retinsaure ist eine Dif- 
ferenzierungssubstanz, die in der Myoblasten-Zellinie H9C2 
einen Herzmuskelphenotyp versus eines Skelettmuskelphenotyps 
begiinstigt; siehe Menard et al., "Modulation of L-type calcium 
channel expression during retinoic acid-induced differentiation 
of H9C2 cardiac cells", J.Biol.Chem. Band 274, Seiten 29063- 
29070. 

Auch Amphotericin B kann die Dif f erenzierung in Richtung Herz- 
muskelzellen gunstig beeinf lussen; siehe Phinney et al. 
"Plastic adherent stromal cells from the bone marrow of common- 
ly used strains of inbred mice: variations in yield, growth, 
and differentiation", J . Cell . Biochem. Band 72, Seiten 570-585. 

Der Vorteil der Verwendung einer Kombination aus mehreren Dif- 
ferenzierungssubstanzen besteht darin, daB synergistische 
Effekte erzielt werden, die die mutagene Wirkung von 5'- 
Azacytidin erheblich reduzieren oder gar aufheben. Dies ist fur 
die spatere klinische Anwendung der aus Stammzellen gewonnenen 
Herzmuskelzellen von ausschlaggebender Bedeutung. 

Wenn die Dif f erenzierungssubstanz Dexamethason , Conget et al. 
a.a.O. alleine oder in Kombination mit den oben beschrieben 
vier Dif ferenzierungssubstanzen verwendet wird, konnen Stamm- 
zellen zu Knochen- und Knorpelzellen dif f erenziert werden. 
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Beispiel 4: Reversion der Immortal is ierung 

Fur die spatere Transplantation der gemaB Beispiel 3 expandier- 
ten und ggf. dif f erenzierten Zellen ist es erf orderlich , dafl 
die Immortalisierung wieder aufgehoben wird, damit die trans- 
plantierten Zellen nicht zu Tumorzellen entarten. 

Dies erfolgt dadurch, daB mit Hilfe des Enzyms Cre-Rekombinase 
aus dem Genkomplex gemaB Fig. 1 der Genbereich zwischen den 
beiden LoxP-Stellen exzisiert wird. Dies kann durch Infektion 
der Zellen mit einem rekombinanten Adenovirus ( Ad-Prom-Cre ) er- 
folgen, das die Cre-Rekombinase exprimiert. Auf diese Weise 
kann die Immortalisierung zu einem gewiinschten Zeitpunkt wieder 
riickgangig gemacht werden. 

Die exzisierten DNA-Sequenzen konnen in den expandierten Zellen 
auch nicht mehr exprimiert werden, denn die Promotoren fehlen, 
da sie in dem homolog rekombinierten Genkomplex aus Fig. 1 ver- 
bleiben. Auch die in der DNA der Zelle integrierten Promotoren 
konnen keine benachbarten zellularen Sequenzen in cis aktivie- 
ren , da die Promotoren von Poly ( Adenylierungs ) -Signalen einge- 
rahmt sind. 

Als weitere Sicherheitsstuf e ist jedoch in den Genkomplex aus 
Fig. 1 noch das Suizidgen TK eingebaut. Zellen mit noch intak- 
tem Genkomplex aus Fig. 1 exprimieren die Thymidinkinase und 
konnen durch Gabe von Ganciclovir selektiv abgetotet werden. 

Alternativ zu der Infektion von Zellen mit Ad-Prom-Cre kann das 
Enzym Cre-Rekombinase auch als Fusionsprotein, z.B. als rekom- 
binantes Cre-VP22 verabreicht werden. Dieses zellgangige 
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Fusionsprotein wird in das Zellkulturmedium gegeben und diffun- 
diert wegen der Fusion mit dem Voyager-Protein VP2 2 in die ex- 
pandierten Zellen . 

Beispiel 5: Transplantation 

Nach erfolgter Reversion der Immortalisierung gematf Beispiel 4 
und entsprechender Qualitatskontrolle werden die Zellen mit 
konventionellen Techniken in die geschadigten Organe transplan- 
tiert, z.B. mit einer Spritze in das Organ injiziert. Dies kann 
wiederholt geschehen, da aufgrund der Immortalisierung Material 
in jeder gewiinschten Menge zur Verfiigung steht. 

Ohne die Immortalisierung konnten aus einer Stammzelle nur ca. 
5 x 10 8 bis 1 x 10 9 , bei einem alteren Spender u.U. sogar nur 
noch 1 x 10 6 Zellen entstehen. Dies wurde fur eine Regeneration 
wahrscheinlich zu wenig sein. Bei autologer Transplantation muJ3 
der Patient ferner so lange warten, bis sich die Zellen zur er- 
forderlichen Zellzahl vermehrt haben. Bei allogener Transplan- 
tation kann dagegen jederzeit die gewunschte Zellzahl bereitge- 
stellt werden • 

In besonderen Notf alien ist es sinnvoll, erst eine allogene 
Transplantation durchzuf uhren , urn spater auf autologe Trans- 
plantation umzusteigen. 
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Patent anspriiche 

1. Genkomplex zur reversiblen Immortalisierung von Zellen, 
mit einem immortalisierenden Genbereich, der zumindest ein 
Resistenzgen, ein Immortalisierungsgen und vorzugsweise 
ein Suizidgen aufweist, zwei den immortalisierenden Gen- 
bereich f lankierenden Sequenzen, die als Erkennungsstellen 
fur homologe intramolekulare Rekombination fungieren und 
zumindest einem, dem immortalisierenden Genbereich voran- 
gestellten Promotor. 

2. Genkomplex nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da!3 er 
zusatzlich ein Transf ormationsgen enthalt. 

3. Genkomplex nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 das Suizidgen das Thymidinkinsase-Gen ist. 

4. Genkomplex nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Transf ormationsgen ein Onkogen, vorzugsweise das 
Tumor antigen von SV4 0 ist. 

5. Genkomplex nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, da!3 das Immortalisierungsgen das Telomerase- 
Gen ist. 



6. 



Genkomplex nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die f lankierenden Sequenzen LoxP-Stellen 
sind. 
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7. Genkomplex zur Immunmodulation von Zellen, mit einem er- 
sten immunmodulierenden Genbereich, dessen Expression die 
Funktion von MHC I-Molekulen auf den Zellen inhibiert, 
einem zweiten immunmodulierenden Genbereich, dessen Ex- 
pression zu einer Inaktivierung von Natiirlichen Killer- 
zellen fuhrt, und einem Resistenzgen . 

8- Genkomplex nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
der erste immunmodulierende Genbereich ein Gen enthalt, 
das ausgewahlt ist aus der Gruppe : CMV-Gene US 2 und US11; 
HSV-Gen ICP4 7; CMV-Gene US 6 und US 3 ; Adenovirus-Gene E3- 
19K und E6; HIV NEF-Gen und Gen fur einen rekombinanten 
single chain Antikorper zur Blockade der MHC I-Prasen- 
tation auf der Zelloberf lache . 

9. Genkomplex nach Anspruch 7 oder Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der zweite immunmodulierende Genbereich 
das CMV-Gen UL18 oder ein Gen fur einen rekombinanten 
single chain Antikorper enthalt, der sich in der Membran 
der Zelle verankert und Naturliche Killerzellen abwehrt. 

10. Verfahren zur Gewinnung von Zellen, mit den Schritten: 

Bereitstellen von organbezogenen Zellen, Iramortalisieren 
der organbezogenen Zellen, Expansion der immortalisierten 
Zellen und Reversion der Immortalisierung der expandierten 
Zellen . 
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11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als organbezogene Zellen multipotente Stammzellen, vor- 
zugsweise mesenchymale Stromazellen des Knochenmarks, ver- 
wendet werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Expansion der immortalisierten Stammzellen unter Zu- 
gabe zumindest einer Differenzierungssubstanz erfolgt, die 
eine Dif f erenzierung der Stammzellen zu organspezif ischen 
Zellen fordert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Differenzierungssubstanz ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe: Dexamethason, 5 ' -Azacytidin , Trichstatin A, all-trans- 
Retinsaure und Amphotericin B. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
eine Kombination von zumindest zwei, vorzugsweise vier 
Dif f erenzierungssubstanzen verwendet wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
als organbezogene Zellen ruhende, terminal dif f erenzierte 
Ausgangszellen des Organs verwendet werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Ausgangszellen im Zusammenhang mit der Immortalisie- 
rung transf ormiert werden. 
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17. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Immortalisierung durch Transfer des 
Genkomplexes aus einem der Anspriiche 1 bis 6 in organ- 
bezogene Zellen erfolgt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
durch das Resistenzgen auf erf olgreichen Transfer selek- 
tioniert wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 als organbezogene Zellen autologe Zellen 
verwendet werden . 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 als organbezogene Zellen allogene Zellen 
verwendet werden . 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, da!3 
bei den allogenen Zellen eine Immuntoleranz erzeugt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Immuntoleranz durch Transfer des Genkomplexes aus 
einem der Anspriiche 7 bis 9 in die allogenen Zellen her- 
vorgerufen wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB 
durch das Resistenzgen auf erf olgreichen Transfer selek- 
tioniert wird. 



WO 01/78757 



PCT/EP01/02967 



36 

24. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , daB 
durch einen monoklonalen Antikorper eine Immunmodulation 
bewirkt wird, der die inhibitory receptors von Naturlichen 
Killerzellen erkennt und die durch Naturliche Killerzellen 
vermittelte Zell-Lyse blockiert. 

25. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB 
durch Knock out zumindest eines Genes der allogenen Zel- 
len, vorzugsweise fur p2-Mikroglobulin oder fiir TAP- 
Transporter , die MHC I-Prasentation auf der Zelloberf lache 
blockiert wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Reversion der Immortalisierung durch 
Exzision des immortalisierenden Genbereiches aus dem in 
den expandierten Zellen befindlichen Genkomplex erfolgt. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Exzision mit dem Enzym Cre-Rekombinase erfolgt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Enzym Cre-Rekombinase als rekombinantes zellgangiges 
Fusionsprotein verabreicht wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Zellen mit einem rekombinanten Virus infiziert werden, 
das das Enzym Cre-Rekombinase exprimiert. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 26 bis 29, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB durch das Suizidgen auf erfolgreiche Ex- 
zision selektioniert wird. 
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31. Zellen, hergestellt nach dem Verfahren nach einem der An- 
sprliche 10 bis 30. 

32. Verwendung der Zellen aus Anspruch 31 zur Herstellung 
eines Transplantates fur die Regeneration eines Organes. 

33. Verwendung der Zellen aus Anspruch 31 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung chronischer Erkrankun- 
gen. 

34. Arzneimittel, enthaltend Zellen nach Anspruch 31 in thera- 
peutisch wirksamer Menge . 

35. Plasmid, das den Genkomplex nach einem der Anspruche 1 bis 
6 und/oder den Genkomplex nach einem der Anspruche 7 bis 9 
enthalt . 

36. Viraler Vektor, der den Genkomplex nach einem der Anspru- 
che 1 bis 6 und/oder den Genkomplex nach einem der Anspru- 
che 7 bis 9 enthalt. 

37. Transplantat , das Zellen nach Anspruch 31 enthalt. 

38. Verwendung der Zellen aus Anspruch 31 zur Regeneration 
eines Organs. " 

39. Kit, enthaltend den Genkomplex nach einem der Anspruche 1 
bis 6 und/oder den Genkomplex nach einem der Anspruche 7 
bis 9. 
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(57) Abstract: A gene complex for reversible immortalization of cells contains an immortalizing gene domain including at least 
one resistance gene, an immortalization gene and preferably a suicide gene, in addition to sequences flanking said gene domain and 
acting as a recognition point for homologous, intermolecular recombination, as well as at least one promoter (fig. 1) which prefixes 
the gene domain. A gene complex for immunomodulation of cells contains a first immunomodulated gene domain whose expression 
inhibits the function of MHC I molecules, a second immunomodulating gene domain whose expression results in an inactivation 
of natural killer cells, and a resistance gene. Organ-related cells are provided according to a method for obtaining cells; said cells 
are immortalized by transferring the first gene complex and are immunomodulated by transferring the second gene complex. The 
immortalization is reversed after expansion of the immortalized cells has occurred. 

(57) Zusammenfassung: Ein Genkomplex zur reversiblen Immortalisierung von Zellen enthalt einen immortalisierenden Genbe- 
reich, der zumindest ein Resistenzgen, ein Immortalisierungsgen und vorzugsweise ein Suizidgen aufweist, sowie zwei den Gen- 
bereich flankierende Sequenzen, die als Erkennungsstelle fur homologe intramolekulare Rekombination fungieren, und zumindest 
einen, dem Genbereich vorangestellten Promotor (Fig. 1). Ein Genkomplex zur Immunmodulation von Zellen enthalt einen ersten 
immunmodulierenden Genbereich, dessen Expression die Funktion von MHC I-Molekiilen inhibiert, einen zweiten immunmodulie- 
renden Genbereich, dessen Expression zu einer Inaktivierung von naturlichen Killerzellen furht, und ein Resistenzgen. Bei einem 
Verfahren zur Gewinnung von Zellen werden organbezogene Zellen bereitgestellt, die durch Transfer des ersten Genkomplexes im- 
mortalisiert und durch Transfer des zweiten Genkomplexes immunmoduliert werden. Nach der Expansion der immortalisierten 
Zellen wird die Immortalisierung ruckgangig gemacht. 
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